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fe^La presente invention concerne un systeme vectoriel 
capable de delivrer un fragment d'ADN etranger dans des 
cellules cibles eucaryotes, caracterise en ce qu'il comprend 
une souche recombinante E. coli non pathogene et capa- 
ble de penetrer dans le cytoplasme desdites cellules, mais 
incapable d'y survivre, ladite souche E. coli etant en outre 
transformee par ledit fragment d'ADN etranger. 
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La presente invention concerne le transfers direct d'ADN dans des 
cellules eucaryotes et en particulier dans des cellules de marnmiferes. Plus 
particulierement, la presente invention fournit un systeme vectoriel 
capable de delivrer un fragment d'ADN d'interet etranger dans des 
5 cellules cibles eucaryotes determinees, notamment de marnmiferes. 

II n'existe pas actuellement de systeme a la fois efficace et denue 
d'actions secondaires pour ^introduction d'un gene dans des cellules de 
marnmiferes. Les recherches sur les systemes vectoriels, notamment dans 
10 le cas du traitement de la mucoviscidose avec le transfert du gene CFTR, 
ont porte principalement sur les virus, adenovirus notamment, et les 
liposomes, qu'ils contiennent du cDNA du mRNA ou de la proteine CFTR tels 
que decrits dans WO94/10323. 

15 On connait des bacteries ayant acquis des genes permettant. 

l'invasion ainsi que leur dissemination intercellulaire dans des cellules 
eucaryotes, notamment de marnmiferes. On entend ici par "invasion" la 
faculte de penetrer a travers la membrane et d'atteindre le cytoplasme par 
lyse des membranes des vacuoles. 

20 

On a decrit dans Infection and Immunity, vol. 62, n° 5, 1994, 
pp. 1169-1676, Schodel et al. un systeme de vaccination dans lequel on 
utilise une bacterie Salmonella tvphimurium et sa factulte invasive, ladite 1 
bacterie etant transformee par de l'ADN codant une proteine immunogene 
25 du virus de l'hepatite B (HBcAg - preS). Dans ce systeme l'ADN codant n'est 
pas transfere aux cellules eucaryotes, mais ladite proteine est produite par 
la bacterie elle-meme. 

On a decrit dans FR 2 686 896 un systeme de vaccination dans lequel 
30 on utilise des mutants attenues de Listeria monocytogenes qui conferent a 
des hotes auxquels ils ont ete administres une protection contre une 
infection ulterieure par une souche pathogene de listeria m onocytogenes. 
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A ce jour, le transfert d'ADN a des cellules eucaryotes via des 
procaryotes n'a pu etre obtenu que dans certains cas particuliers pour 
une levure de E. coli a Saccharomvces ( 1 ) et une plante de Agro-bacterium 
tumefaciens a Nicotania plumbaginifolia (2). 

L' article de Sadoff et al. (Science Vol. 270, 13 octobre 1995) decrit 
une bacterie Shigella Flexneri attenuee utilisee comme vehicule pour 
delivrer de l'ADN dans des cellules epitheliales de mammiferes. 

Selon la presente invention, la bacterie E. coii est modifiee 
genetiquement de sorte que : 

1) elle est capable de penetrer et d'atteindre le cytoplasme de 
cellules eucaryotes cibles determinees, 

2) elle est rendue incapable de se multiplier et de survivre dans 
lesdites cellules, notamment en lysant des son entree dans le 
cytoplasme desdites cellules eucaryotes ; 

3) la bacterie est transformee par de l'ADN d'interet a transferer, 
notamment via un vecteur navette procaryote-eucaryote, de 
preference replicatif dans ladite bacterie E. coli et replicatif ou 
integratif dans lesdites cellules eucaryotes hotes cibles. 

Plus precisement, la presente invention a pour objet un Systeme 
vectoriel capable de delivrer un fragment d'ADN etranger dans des 
cellules cibles eucaryotes, caracterise en ce qu'il comprend une souche 
recombinante E. coli non pathogene et capable de penetrer dans le 
cytoplasme desdites cellules, mais incapable d'y survivre, ladite souche E. 
coli etant en outre transformee par ledit fragment d'ADN etranger. 

Les expressions "systeme vectoriel" et "cellule cibles" refletent que 
la souche E. coli est utilisee ici comme moyen de transfert de l'ADN 
etranger dans lesdites cellules eucaryotes et non comme bacterie hote 
pour l'expression dudit fragment d'ADN, celle-ci pouvant avoir lieu le cas 
echeant dans lesdites cellules cibles apres penetration de la bacterie dans 
le cytoplasme. Ce systeme vectoriel couvre egalement la souche 
recombinante d' E coli telle que definie ci-dessus. 
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Par "fragment d'ADN" on entend toute sequence nucleotidique 
comportant ou non des sites de restriction enzymatique. De maniere 
preferentielle, le fragment comporte entre 20 pb et 30 kpb. On peut 
utiliser comme fragment d'ADN un fragment d'ADN provenant d'un ADN 
5 genomique ou d'un ADN complementaire. A titre d'exemple, le fragment 
d'ADN est constitue par un fragment d'ADNc de 2kb codant pour la 
proteine CFTR. 

On entend par "fragment d'acide nucleique etranger" un fragment 
10 d'acide nucleique qui n'est pas present dans les cellules cibles. II peut 
s'agir d'un fragment exogene, c'est-a-dire qui n'est pas present 
normalement dans les cellules cibles de maniere endogene, mais il peut 
s'agir egalement d'un fragment qui est deja present dans les cellules 
cibles de maniere endogene, mais qui ne s'exprime pas ou dont on veut 
15 modifier ou reguler l'expression. 

Selon la presente invention, on modifie le tropisme cellulaire de 
souche EL coli qui, par definition, ne possede pas de tropisme specifique 
pour lesdites cellules eucaryotes cibles. 

20 

Avantageusement, ledit fragment d'ADN etranger comporte un 
fragment d'ADN codant pour une proteine d'interet, ce dernier fragment 
etant place sous le controle d'elements de regulation dans lesdites cellules 
cibles eucaryotes. 

25 

On entend par "elements de regulation" les sequences regulatrices 
appropriees pour la transcription puis la traduction telles que promoteur, 
y compris codons "start" et "stop", "enhancer* et "operateur". Les moyens 
et methodes pour identifier et selectionner ces elements sont bien connus 
30 de I'homme de Tart, 

Dans un mode de realisation avantageux, ladite souche est 
transformee par un vecteur replicatif ou non dans E. coli portant ledit 
fragment d'ADN et eventuellement lesdits elements de regulation. 

35 
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On utilise done une bacterie E. coli capable de penetrer et 
d'atteindre le cytoplasme des cellules eucaryotes cibles. Une telle souche 
est modifiee genetiquement par des genes provenant d'une ou plusieurs 
autres bacteries ayant cette propriete. 

5 

La fonction de reconnaissance et de penetration de la membrane 
cellulaire et la fonction de lyse des membranes des vacuoles ou 
phagosomes, cette derniere permettant d'atteindre le cytoplasme, peuvent 
etre conferees par un ou plusieurs genes distincts notamment deux sens 
10 distincts. 

Lorsque la specificite de pilotage vers lesdites cellules cibles 
particulieres est conferee par un gene provenant d'une autre bacterie 
codant pour la faculte de penetrer specifiquement lesdites cellules cibles, 
15 e'est le choix du gene responsable de la reconnaissance et penetration de 
la membrane cellulaire qui confere la specificite du pilotage. Lesdites 
cellules eucaryotes cibles peuvent etre des cellules animales, notamment 
des cellules de mammiferes, en particulier des cellules humaines, ou des 
cellules de levures ou encore des cellules de plantes. 

20 

La nature de la bacterie d'origine du gene responsable de la 
reconnaissance et penetration specifique dans les cellules cibles 
determinees, utilise selon la presente invention, confere au syst£me 
vectoriel de Tinvention, une specificite de pilotage vers un type de 
25 cellules eucaryotes cibles, en particulier des cellules de mammiferes 
notamment humaines, correspondant au spectre d'hote cellulaire de ladite 
bacterie. 

La plupart des bacteries pathogenes intracellulaires ont la capacite 
30 d'invasion dans les cellules epitheliales humaines (3). Toutefois, si ces 
bacteries sont dotees de la capacite de penetrer dans certaines cellules 
cibles, elles ont souvent un effet pathogene. C'est pourquoi, il est 
avantageux d'utiliser selon la presente invention une bacterie EL coli non 
pathogene, notamment une souche issue de la souche EL coli K12, modifiee 
35 par un gene d'une autre bacterie. 
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Ainsi a titre illustratif on utilisera : 

- un gene ou un ensemle de genes de la bacterie Salmonella 
typhimurium pour transferer de l'ADN dans des cellules de tissus 
lymphoides et des cellules hepatiques ; 

- un gene ou un ensemble de genes de la bacterie Shieella flexneri 
pour transferer de l'ADN dans des cellules epitheliales de 
mammiferes ; 

- un gene de la bacterie du genre Legionella , notamment Legionella 
pneumophila, notamment pour transferer de l'ADN plus 
specifiquement dans des cellules epitheliales du poumon ; 

- un gene de la bacterie Listeria monocytogenes pour transferer de 
l'ADN dans des cellules epitheliales du systeme nerveux central, 

- un gene de la bacterie du genre Yersinia, notamment Yersinia 
pseudotuberculosis ou enterocolitica pour transferer de l'ADN dans 
des cellules epitheliales, et 

- un gene de bacterie du genre Mycobacterium notamment 
tuberculosis, avilum complex , scrofulaceum pour transferer de 
l'ADN dans des macrophages. 

Ainsi dans un mode de realisation illustrant cet aspect de 
1'invention, on a construit une bacterie E. coli modifiee par le gene 
d'invasion de la bacterie Shigella Flexneri . 

Shigella flexneri est une espece bacterienne pathogene pour 
rhomme responsable de la dysentrie bacillaire difficilement 
transformable par de l'ADN exogene et riche en endonuclease. Cette 
espece bacterienne heberge le plasmide pWRlOO contenant l'operon 
d'invasion ipa (invasion plasmide antigen), qui lui permet d'entrer et se 
multiplier dans les cellules epitheliales des mammiferes. Le plasmide 
pWRlOO (4) confere a Ecoli K12 les proprietes d 'entree et de modification 
intracellulaire et dissemination intercellulaire dans les cellules de 
mammiferes (5). 
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Le plasmide pWRlOO de Shigella Flexneri code les deux fonctions de 
penetration et de dissemination intracellulaire par lyse des membranes 
des vacuoles. Cependant il peut etre avantageux, comme on l'a vu, de 
transformer la bacterie E coli selon Tinvention par deux genes exogenes 
5 provenant de bacteries differentes. On peut utiliser en particulier le gene 
de Themolysine de Listeria monocytogenes ou le gene de Phemolysine 
present dans certaines bacteries E. coli pathogenes, gene d'environ 2kb 
qui confere la capacite de dissemination intracellulaire en lysant les 
membranes des vacuoles. On peut egalement utiliser le gene d'invasion de 
10 la bacterie Yersinia enterolitica ou pseudotuberculosis pour conferer la 
capacite d'entrer dans les cellules. 

Les mycobacteries ont la propriete de penetrer dans les cellules 
mais elles ne lysent pas les membranes des vacuoles. Dans un mode de 
15 realisation, on utilise un gene de mycobacterie responsable de la 
penetration cellulaire et un gene d'hemolysine de E coli ou Listeria 
monocytogenes . 

La souche de E.coli peut etre rendue incapable de se multiplier et de 
20 survivre dans les cellules eucaryotes de multiple faqons, en particulier en 
la rendant auxotrophe pour un facteur necessaire a sa survie et absent des 
cellules eucaryotes. 

Dans le mode de realisation prefere selon Pinvention, la bacterie E 
25 coli est rendue incapable de survie en lysant des son entree dans le 
cytoplasme des cellules eucaryotes. Pour ce faire, dans le mode de 
realisation prefere selon Tinvention, ladite souche E coli a ete modifiee de 
maniere a etre rendue auxotrophe pour Pacide diaminopimelique qui est 
un compose essentiel de la synthese de la paroi bacterienne (6) dont la 
30 voie de biosynthese est bien connue. 

Dans un mode de realisation, la bacterie E coli est rendue dapi a la 
suite d'un double evenement de recombinaison homologue dans le gene de 
structure de la dihydrodipicolinate synthase, auxotrophe pour Pacide 
35 diaminopimelique qui est specifique des procaryotes (7). 
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Le gene peut etre doublement inactive par deletion et insertion- 
inactivation dans le gene dapA. L'inactivation de la chaine metabolique au 
niveau de la premiere etape evite l'accumulation dans les cellules d'un 
intermediaire metabolique qui peut etre metabolise par une autre enzyme 
de la cellule. Les deux premieres etapes de la synthese du diaminopimelate 
qui n'est pas present dans les cellules de mammiferes, sont catalysees par 
les enzymes codees par les genes dapA et dapB (7). 

Selon la presente invention, le fragment d'acide nucleique 
etranger est porte par un plasmide replicatif et non integratif dans la 
bacterie. En outre, le fragment d'ADN etranger est place sous le contrdle 
d'elements d'expression fonctionnelle dans les cellules eucaryotes cibles. 

Ledit vecteur portant ledit fragment d'ADN etranger peut etre 
replicatif ou integratif dans les cellules eucaryotes cibles, c'est-a-dire 
qu'il peut comporter des elements permettant ^integration dans le 
genome des cellules eucaryotes cibles, ou comporter une origine de 
replication permettant au vecteur de se repliquer de fagon extra- 
chromosomique dans les cellules eucaryotes cibles. 

La presente invention a egalement pour objet un systeme vectoriel 
selon la presente invention pour une utilisation therapeutique. 

Enfin la presente invention a pour objet une methode de transfert 
ex_viyo ou in vivo d'ADN dans des cellules eucaryotes, caracterisee en ce 
qu'on utilise un systeme vectoriel selon la presente invention. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a la lumiere du mode de realisation detaillee qui va suivre. 

La description fait reference aux figures 1 a 4 dans lesquelles : 

- la figure 1 represente le vecteur pAT497 ; 

- la figure 2 represente le vecteur pAT498 ; 

- la figure 3 represente la construction de E coli BM 2710. 
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- la figure 4 represente la construction de E. coli BM2710/pWRl 10 
dans laquelie x = transfert de plasmide par conjugaison ; Tra + = 
autotransferable par conjugaison ; Tra- = non autotransferable,, par 
conjugaison ; Mob + = mobilisable ; Km R = resistance a la 

5 kanamycine ; CmR = resistance au chloramphenicol. 

1. Constructions des vecteurs 

Les vecteurs, episomique pAT497( Figure 1) ou integratif pAT498 
10 (Figure 2) ont ete construits. 

1.1. Construction du vecteur episomique pAT497 

Ce vecteur est represente figure 1. II a ete construit a partir du 
15 vecteur p220-2 (12) 

Le vecteur p220-2 n'est pas integratif. U comporte : 

- Torigine de replication de pBR322, fonctionnelle chez E coli ; 

20 - un gene de resistance a rampicilline, bla . s'exprimant chez E coli : 

- un gene de resistance a Thygromycine B, hoh. s'exprimant chez 
les cellules eucaryotes grace au promoteur et au site de 
polyadenylation de la thymidine kerase du virus de l'Herpes 
simplex (tk) ; 

25 - les regions EBNA-1 (Epstein-Barr nuclear antigen) et oriP du 

virus Epstein-Barr qui permettent aux vecteurs de se repliquer de 
maniere extrachromosomique (1 a 9 copies/cellule) dans de 
nombreuses cellules animales. 

30 Le vecteur construit pAT497 consiste en un plasmide p220-2 (12) 

dans lequel a ete clone un fragment d'ADN de 4,75 kpb contenant le "large 
tumor nuclear location signal" (nls) du virus SV40 fusionne au gene lacZ 
(13). La proteine p-galactosidase de fusion qui en resulte (nls-p-Gal) est 
enzymatiquement active et reste associee au noyau d'un grand nombre de 

35 cellules. La synthese de cette enzyme est un moyen de criblage rapide de la 
presence du plasmide dans la cellule receptrice soit grace a un test de 
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coloration des cellules fixees utilisant X-gal comme substrat (10) ; soit a 
l'utilisation de fluoresceine Di-p-galactopyranoside (fdg) qui permet 
1'analyse des cellules en suspension, leur tri et leur remise en culture a 
l'aide d'un "fluorescence activated cell sorter" (FACS). Le gene nls-lacZ 
s'exprime chez Ies cellules eucaryotes grace au promoteur et au site de 
polyadenylation du virus SV40. 

La structure du plasmide pAT497 (p220-2-nls-IacZ) est representee 
figure 1. Hie comporte : 

- pBR ori, origine de replication procaryote ; 

- bla, gene de structure de la p-lactamase ; 

- tk promoter et tk polyadenylation, promoteur et site de 
polyadenylation de la thymidine kinase du virus Herpes simplex ; 

- kBiL gene de structure de l'hygromycine phosphotransferase ; 

- EBNA-1, gene codant pour l'antigene nucleaire du virus Epstein- * 
Barr ; 

- ori P, origine de replication eucaryote permettant au vecteur de se 
repliquer de fagon extrachromosomique (1 a 90 copies par cellule) 
dans de nombreuses cellules animales ; 

- nls-lacZ, signal de localisation nucleaire de la p-galactosidase ; 

- SV early, promoteur precoce du virus SV40 ; 

- SVpA, site de polyadenylation de SV40. 

Les fleches indiquent la direction de transcription. Le site de 
coupure par endonuclease de restriction perdu au cours des clonages est 
indique entre parentheses. La taille de ce plasmide est de 13,650 kpb. II est 
compose de : 

- un fragment de 8,9 kbXbal de p220.2 (12) ; 

- un fragment de 4.75 kb KpnI-Xbal contenant le gene nls larZ . 

Le fragment de 4,75 kb Kpnl-Xbal est purifie de Tintermediaire constitue 
par un fragment Sall-BamHI de 3.5 kb de pMFG-NB (16) clone dans le 
fragment Sall-BgHI de 3.26 kb de pSVEi. 
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1.2. Construction du vecteur navette procaryote-eucaryote 
integratif pAT498. 

Le plasmide pAT498 a ete construit a partir du vecteur pSG2K Le 
vecteur pSG21 consiste en 1'insertion d'un fragment nls-lacZ de 3,5- 
kilopaires de bases (kpb) dans le site de clonage multiple du vecteur 
pRc/CMV (Invitrogen). Ce fragment contient le "large tumor nuclear 
location signal" (nls) du virus SV40 fusionne au gene lacZ. La proteine p- 
galactosidase de fusion qui en resulte (nls-p-Gal) est enzymatiquement 
active et reste associee au noyau d'un grand nombre de cellules. La 
synthese de cette enzyme est un moyen de criblage rapide de la presence 
de plasmide dans la cellule receptrice soit grace a un test de coloration des 
cellules fixees utilisant X-Gal comme substrat (10), soit a Putilisation de 
fluoresceine DI-0-D-galactopyranoside (fdg) qui permet Tanalyse des 
cellules en suspension et eventuellement leur tri et leur mise en culture a 
Taide d'un "fluorescence activated cell sorter" (FACS). Le gene nls-lacZ 
s'exprime chez les cellules eucaryotes grace au promoteur du 
cytomegalovirus et du site de polyadenylation de l'hormone de croissance 
bovine. Ce promoteur s'etant avere fonctionnel egalement chez E. coli . on 
a clone en aval, un terminateur de transcription provenant du 
bacteriophage T4 : ce nouveau vecteur a ete designe pAT498 (Figure 2). Les 
vecteurs pSG21 et pAT498 comportent une origine de replication 
fonctionnelle chez les bacteries, un systeme permettant Tintegration dans 
le genome des cellules eucaryotes, un gene de resistance a Tampicilline 
s'exprimant chez les bacteries, un gene de resistance au G418 (un derive 
de la gentamicine) s'exprimant chez les cellules eucaryotes. 

La structure du plasmide pAT498 (pRc/CMV- nls-lacZ ) est 
representee figure 2. Hie comporte les elements suivants : 

- pUC ori, origine de replication procaryote ; 

- bla, gene de structure de la p-lactamase ; 

CMV promoter, promoteur et enhancer du cytomegalovirus 
humain ; 

- T7 et Sp6 promoters, production de transcrits RNA sens et antisens; 
T4 f terminateur de transcription ; 
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- nls-lacZ . signal de localisation nucleaire de la p-galactosidase ; 

- BGH, site de polyadenylation de Phormone de croissance bovine ; 

- Ml 3, origine de replication du bacteriophage M13 pour la 
preparation d'ADN simple-brin en vue de la sequence et de la 
mutagenese ; 

- SV early, promoteur precoce du virus SV40 ; 

- neo. gene de structure de Paminoside phosphotransferase de type 
II [APH(3')-H] ; 

- SVpA, site de polyadenylation de SV40. 

Les fleches indiquent la direction de transcription. La taille de ce 
plasmide est de 8,92 kpb. 

II est compose de : 

- un fragment Bam HI de 3.5 kb contenant nls lacZ de pMFG-NB ; 

- un fragment Hindlll - Xbal de pRc/CMV (in vitrogen) de 5,352 bp ; 

- un fragment Hindi - BamHI de pTB361 (17) contenant le 
terminateur de transcription du gene 32 du bacteriophage T4. 

2. Construction de la souche E. coli donatrice 

La souche de depart etait E. coli MM294 (14) [thi-1, endAl, 
hsdR17(rk , m^)]. Cette souche est : 

- non cytotoxique pour les cellules receptrices ; 

- deficiente en endonuclease ADN specifique I (endA) et en 
endonuclease de restriction specifique d'hote dans le systeme de 
restriction K [hsdR17(rfc-, mk + )]. Par cinq transductions successives 

a Paide du bacteriophage PI suivies, dans chaque cas, d'un double 
evenement de recombinaison homologue, a ete construite la souche 
BM2710 (8)(figure 3). Cette derniere est : 

- A daoA Q cat : deletion et insertion-inactivation dans le gene 
dapA de structure de la dihydrodipicolinate synthase (EC 4.2.1.52). 
Le gene est doublement inactive (par deletion et insertion), et 
lorsque Pon inactive une chaine metabolique il est plus judicieux 
d'inactiver le premier maillon. Cela evite en effet, Paccumulation 
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dans les cellules d'un intermediate metabolique qui peut etre 
metabolise par une autre enzyme de la cellule ; 

- A lac : deletion de l'operation lactose. En effet, dans les 
experiences preliminaires, la production chromosomique 

5 inductible de p-galactosidase par les bacteries genait 

^interpretation des resultats apres coloration des cellules Hela 
par X-Gal ; 

- recA : deficience en recombinaison homologue. Cette mutation 
augmente la stabilite des replicons extrachromosomiques. 

10 

Le plasmide pWRHO (pWR100::Tn5) a ete introduit dans BM2710 par 
mobilisation plasmidique a Paide du plasmide pOX38Gm (11), derive du 
facteur F denue de sequences d'insertion et conferant la resistance a la 
gentamicine. Les vecteurs episomiques pAT497 et integratif pAT498 ont ete 
15 ensuite introduits par transformation. 

-v' 

Au total les souches suivantes ont ete construites : 

- E coli BM2710 (hote) ; 

- E coli BM2710/pWR110 (controle negatiQ ; 
20 - E coli BM2710/pWRl 10, pAT497 (donatrice) ; 

- E coli BM2710/pWRl 10, pAT498 (donatrice) ; 

- E coli BM2710/ pAT497 (controle negatiO ; 

- E coli BM2710/pAT498 (controle negatiQ. 

25 3. Transfert direct d'ADN de Ecoli aux cellules mammiferes 

Les vecteurs episomiques pAT497 et integratif pAT498 ont ete 
transfectes dans la lignee humaine HeLa et la lignee humaine de 
carcinome pulmonaire A549 (ATCC CCL125) (15) ainsi que dans les cellules 
30 COS et CHO ; le criblage pour le transfert s'effectuant par production de p- 
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galactosidase (Tableau 2). L'absence de mycoplasme dans les lignees 
utilisees a ete verifiee dans le Laboratoire des Mycoplasmes, Institut 
Pasteur (Dr. D. ROULLAND-DUSSOIX) et dans le Laboratoire de Bacteriologie, 
CHU Bordeaux (Pr. C. BEBEAR). Des transfectants ont ete egalement obtenus 
5 dans les lignees A549, CHO apres selection par hygromycine B ou G418. Les 
clones etaient stables, apres plus de deux mois de culture, mais exprimaient 
la p-galactosidase de fagon heterogene apres plusieurs semaines en 
culture. 

10 3-1. Le protocole de transfert est comme suit : 

Jl : 

a) Preparation des cellules receptrices (plaques en double) 

- on inocule des plaques 6 puits avec 2 ml de suspension cellulaire 
15 (soit - 5 x 1CH cellulles pour COS, 1 x 105 cellules pour CHO, 2 x 105 v 

cellules pour HeLa et A 549) en milieu DMEM + L -glutamine (2 mM) 
et serum de veau foetal (myoclone +, 10 %) ; 

- on incube la nuit a 37°C en atmosphere enrichie a 5% en C02. 

b) Preparation des bacteries donatrices 

20 - On inocule une culture de 5 ml de bouillon Luria supplements avec 

0,5 mM d'acide diaminopimelique et antibiotique(s) (100ng/ml 
d'ampiciline) ; 

- on incube la nuit a 30°C avec agitation. 

25 J2: 

a) on incube 2 h a 37°C ; 

b) on ajoute aux cellules 2 ml de DMEM + L-glu (2mM) + SVF 
(myoclone +, 10 %) ; 

c) on centrifuge les bacteries, on resuspend dans le meme milieu 
30 que les cellules et on ajoute la suspension bacterienne (de 1,5 - 10 6 a 

2,5 - 10 7 bacteries selon la lignee cellulaire) dans 5 puits (1 controle 
sans bacterie par plaque) ; 

d) on centrifuge 10 mn a 500 g a 30°C . 

e) on incube lh a 37°C ; 

35 0 on rince 3 fois avec 2 ml de DMEM ; 
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g) on incube 2 jours avec 5 ml de DM EM, L-glu (3 mM), SVF 
(myoclone +, 20 %), gentamicine (20 ^g/rnl). ^ 

J4: 

5 a) on colore une plaque avec X-Gal pour le criblage de l'activite 0- 

galactosidase (10) ; 

b) on incube la deuxieme plaque avec de Thygromycine B (pAT497) 
ou du G418 (pAT498) pour selectionner des clones resistants et on 
laisse incuber 2 a 4 semaines. 

10 

3.2. Resultats 



L'ADN de six clones de A549 resistants a G418 obtenus 
independemment a ete purifie par hybridation Southern avec une sonde 
15 specifique du gene aph de AT498. Dans chaque transductant, un fragment - 
d'ADN avec un mobilite electrophoretique indifferenciable de pAT498 etait 
hybride a la sonde. Ces resultats indiquent done Que pAT498 s'est integre ,^ 
dans le genome des cellules receptrices . & 

20 L'ADN total de transductants resistant a l'hygromycine B obtenus .<? 4 

dans 4 experiences independantes, a ete analyse de maniere similaire en rf 
utilisant une sonde preparee a partir de vecteur replicatif entier, : 
encore, le profil d'hybridation est indifferenciable de celui de pAT497 . ■ 

excepte pour un ADN qui semble heberger un dimere delete dans lacZ de 

25 pAT497. 

L'ADN du plasmide extrait des transductants n'etait pas methyle ce 
qui indique que pAT497 s'est bien replique dans les cellules receptrices 
contrairement a celui des bacteries donnatrices. 

30 

Ces observations demontrent que contrairement a ce qui se passe 
dans les transferts par lipofection, l'ADN transfere est generalement 
intact et ri'a subi aucune alteration. 

35 
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On a effectue quatre series d 'experiences avec des bacteries EL coli 
hebergeant ou non le plasmide pWRHO. Les resultats sont rapportes dans 
le tableau 1 ci-apres. lis refletent une moyenne d'un minimum de cinq 
experiences independantes. Un transfert a ete observe seulement pour les 
bacteries hebergeant pWRl 10. 

TABLEAU 1 

Transfert direct d'ADN de E. coli BM2710 aux cellules de mammiferes 
avec criblage pour la production de ^-galactosidase 

Lignee cellulaire 

E. coli BM 2710 hebergeant 
les plasmides 

He La CHO OCS A549 

pWR100+pAT497 +/. 
PAT497 

pWR100 + pAT498 ++ 
pAT498 



+++ ++/++ 



+/- : <20 cellules bleues par puits 
+ : 20 < cellules bleues par puits < 100 
++ : 100 < cellules bleues par puits < 500 
+++ : 500 > cellules bleues par puits 

Moyennes d'un minimum de cinq experiences independantes. 

La methode de transfert selon 1'invention s'avere done une 
technique originaie de transfert d'ADN dans les cellules de mammiferes, 
efficace, simple et economique. Elle est en outre a large spectre de cellules 
receptrices. Elle permet le transfert de vecteurs tant replicatifs 
qu'integratifs, ce qui presente un interet potentiel, non seulement pour la 
therapie genique notamment de la mucoviscidose avec le ciblage des 
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10 



cellules epitheliales du poumon, mais egalement pour celles des cancers 
digestifs ainsi que pour la vaccination par stimulation de l'immunite 
mucosale compte tenu du ciblage des cellules epitheliales et le transfert de-. 
gene ex vivo . 

Les souches suivantes ont ete deposees a la CNCM (Collection 
Nationale de Cultures de Microorganismes de 1'Institut Pasteur, 25 rue du 
Docteur Roux, Paris 75724, Cedex 15) le 27 octobre 1995 : 

References d'identification Numeros d'enreeistrement 



E coli BM2710 



I - 1635 



E coli BM 2710/pWRllO 

E coli BM2710/pWR110 + pAT497 

E coli BM2710/pWRl 10 + pAT498 



I - 1636 



I - 1637 



I - 1638 
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REVINDICATIONS 

1. Systeme vectoriel capable de delivrer un fragment d'ADN 
etranger dans des cellules cibles eucaryotes, caracterise en ce qu'il 
comprend une souche recombinante E coli non pathogene et capable de 
penetrer dans le cytoplasme desdites cellules, mais incapable d'y survivre, 
ladite souche E_coH etant en outre transformee par ledit fragment d'ADN 
etranger. 

2. Systeme vectoriel selon la revendication 1, caracterise en ce que 
ledit fragment d'ADN etranger comporte un fragment d'ADN codant pour 
une proteine d'interet place sous le controle d'elements de regulation dans 
lesdites cellules cibles. 

3. Systeme vectoriel selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce 
que ladite souche E_coH est transformee par un vecteur replicatif ou non 
dans E_coH portant ledit fragment d'ADN et le cas echeant lesdits elements 
de regulation dans lesdites cellules eucaryotes. 

4. Systeme vectoriel selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise 
en ce que ladite souche £_coU ne comporte pas de maniere endogene de 
gene qui la rende capable de penetrer et d'atteindre le cytoplasme desdites 
cellules eucaryotes cibles, et a ete transformee par un ou plusieurs genes, 
de preference deux, provenant d'une ou respectivement plusieurs, de 
preference deux autre(s) bacterie(s), lui conferant la capacite de penetrer 
dans lesdites cellules eucaryotes et de lyser la membrane des vacuoles 
desdites cellules pour atteindre la cytoplasme. 

5. Systeme vectoriel selon l'une des revendications 1 a 4, caracterise 
en ce que lesdites cellules cibles eucaryotes correspondent a de cellules 
appartenant au spectre d'hote de la bacterie dont est issu ledit gene 
conferant la capacite de penetrer dans lesdites cellules. 



Q 
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6. Systeme vectoriel selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise 
en ce que iadite souche E. coli heberge le plasmide pWRl 10 de la souche 
Shigella flexneri M90T. 

5 7. Systeme vectoriel selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise 

en ce que ladite souche E, coli esc transformee par le gene codant pour 
Phemolysine de Listeria monocytogenes ou d'une autre E. coli pathogene 
qui confere la propriete de lyser les membranes des vacuoles desdites 
cellules cibles. 

10 

8. Systeme vectoriel selon Tune des revendications 1 a 5 ou 7, 
caracterise en ce que ladite souche E. coli est transformee par le gene 
d'invasion de la bacterie Yersinia enterolvtica ou Yersinia 
Pseudotuberculosis qui confere la propriete de penetrer dans le 

15 cytoplasme des cellues epitheliaies. 

9. Systeme vectoriel selon Tune des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce que ladite souche E. coli a ete rendue incapable de survie dans 
lesdites cellules en lysant des son entree dans le cytoplasme de cellules 

20 eucaryotes. 

10. Systeme vectoriel selon la revendication 9, caracterise en ce que 
ladite souche EL coli a ete modifiee de maniere a etre rendue auxotrophe 
pour l'acide diaminopimelique. 

25 

11. Systeme vectoriel selon Tune des revendications 2 a 10, 
caracterise en ce que ledit vecteur portant ledit fragment d'ADN etranger 
comporte en outre des elements permettant Integration dans le genome 
des cellules eucaryotes cibles. 

30 

12. Systeme vectoriel selon Tune des revendications 2 a 11, 
caracterise en ce que ledit vecteur portant le fragment d'ADN d'interet 
comporte en outre, une origine de replication permettant au vecteur de se 
repliquer de fagon extra chromosomique dans lesdites cellules eucaryotes 

35 cibles. 
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13. Systeme vectoriel selon Tune des revendications l a 11, 
caracterise en que le gene dapA codant pour l'enzyme dihydrodipicolinate 
synthase est inactivee, 

14. Systeme vectoriel selon 1'une des revendications 1 a 13, 
caracterise en ce que lesdites cellules eucaryotes sont des cellules de 
mammiferes. 

15. Systeme vectoriel selon Tune des revendications 1 a 13, 
caracterise en ce que lesdites cellules eucaryotes sont des cellules de 
levures ou de plantes. 

16. Un systeme vectoriel selon Tune des revendications precedentes 
pour une utilisation therapeutique. 

17. Methode de transfert in vivo d'ADN dans des cellules eucaryotes, 
caracterisee en ce qu'on utilise un systeme vectoriel selon Tune des 
revendications 1 a 13 et 15, lesdites cellules n'etant pas des cellules 
animales ou humaines. 

18. Methode de transfert in vitro ou ex vivo d'ADN dans des cellules 
eucaryotes, caracterisee en ce qu'on utilise un systeme vectoriel selon 
Tune des revendications 1 a 16. 

19. Cellules obtenues par la methode selon la revendication 18- 

20. Souche d' E coli choisie parmi les souches suivantes, deposees a 
la CNCM (Collection Nationale de Cultures de Microorganismes de 1'Institut 
Pasteur) le 27 octobre 1995 : 

EceHBM2710 n° I - 1635 

E coli BM 2710/pWRl 10 n° I - 1636 

Ecoli BM2710/pWRl 10 + pAT497 n° 1-1637 

E coli BM2710/pWRl 10 + pAT498 n° 1- 1638. 
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E.coli MM294[thi-1,endA1,hsdR17(rk-,mM] 

P1(p3118) a 
MM294 AphoA,AproC::Tn5 

PKMC1000) 

T 

MM294 A(lac)X74 

P1(p501) 

♦ 

MM294 A(lac)X74, AdapAIlcat 

PKCK1663) 

MM294 A(lac)X74.AdapAQcat,recA1,srl::Tn10 

P1 (MM294) 

'f 

E.coli BM2710[thi-1,endA1,hsdR17{rk- f mk+)A(lac)X74,AdapAacat # recAl] 



FIG_3 -Construction deE.coli BM2710 



a) Les souches sur lesquelles ont e'te propage's les bacteriophages 
sont indiquees entre parentheses 
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E.coli C600/pOXGm x S-flexneri M90T/pWR110 

(Tra+ ) (pWR100.:Tn5) 

(Tra~ M0B + ) 

— I S.flexneri/pWR110+pOX6m] x E.coli BM2710 
(Km") (Cm R ) 



— -E.coli BM2710/pWR110+pOXGm 
(Cm R ) (Km R ) 

Perte spontanee de pOXGm— E.coli BM2710/pWR110 

RG_4.Construction de E.coli BM2710/pWRl10. 
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